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(54) Title: IMMUNOLOGICALLY ACTIVE PEPTIDES OR POLYPEPTIDES FROM THE PARVOVIRUS B19 
(54)Bezeichnung: IMMUNOLOGISCH AKTIVE PEPTIDE BZW. POLYPEPTIDE DES PARVOVIRUS B19 
(57) Abstract 

Immunologically aaive peptides or polypeptides with a partial amino acid sequence of the capside protein VPl and VP7 of 
parvovirus BI9 are obtained which provide an economical, sensitive and specific test to detea antibodies against the human par- 
vovirus Biy. Short peptide sequences are identiHed which when used as an antigen serve to identify antt-B19 IgG-positive sera 
the production of these peptides by gene-technological means is revealed. Other gene-technologicallv produced antigens which 
form stably in large quantities in E. Coli and can subsequently be separated from them aa as additional antigens for fgG confir- 
mation Finally a set of antigens facilitates testing for the detection of IgM antibodies against the vims. In addition the -^ene- 
technologically produced components of the surface proteins are substances which may be used for prophylaaic immunisation. 

(57) Zusammenfassung 

Mxn A ^^o"'^''"^^" immunologisch aktive Peptide oder Polypeptide mit einer Teilaminosauresequenz der Kapsidproteine VPl und 
vK_ aes Parvovirus BI9 zur Verfugung gestellt, die eine kostengunstige, sensitive und spezifische Testdurchfuhrung zur Bestim- 
mung von Antikdrpemgegen das humane Parvovirus B19 eriauben. Es werden kurze Peptidsequenzen identifiziert, die als Anti- 
gen emgesetzt zur Identifizierung von anti-BI9-IgG-positiven Seren dienen. Welterhin wird die Produktion dieser Peptide mit 
gentechnologischen Massnahmen offenban. Andere gentechnologisch produziene Antigene. die stabil in einer hohen Ausbeute 
in t.coli produziert und aus diesen anschliessend gereinigt werden konnen, dienen als zusatzliche Antigene fur den IgG-Nach- 
we.s tm iet aus Antigenen schliesslich eriaubt Testdurchfuhrungen zur Bestimmung von IgM-Antikorpem gegen das Virus Zu- 
satzitch stellen die gentechnologisch erzeugten Bestandteile der Oberfiachenproteine Substanzen dar, die fur eine prophylakti- 
sche Immunisierung verwendet werden konnen. -v . f 
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Immunologisch aktive Peptide bzw. Polypeptide des Parvovirus B19 

Das humane Parvovirus B19 ( im folgenden kurz: B19) vurde 1975 
zufallig in Plasmaproben von Blutspendern (Cossart, Y.E., Field, 
A,M., Cant, B., Widdows, D.: Parvovirus- 1 ike particles in human 
sera. Lancet I (1975) 72-73) mittels Gegenstromelektrophorese 
entdeckt. In den letzten Jahren wurde gezeigt, daB B19 bei 
Patienten mit chronisch-hamoly tischer Krise eine aplastische Krise 
verursachen kann und das atiologische Agens des Erythema 
infectiosum (EI) ist, 

B19 weist elektronenmikroskopisch eine Gr6/3e von ca/20nm auf. Die 
Partikel haben eine ikosaedrische Symmetric . Neben den 
Viruspartikeln zeigen sich auch "leere" Kapside, die ' keine DNA 
enthalten. Die Dichte in CsCl^ betragt 1,36 - l,40g/ml. Das 
Virusgenom besteht aus einer einzelstrangigen DNA von 5,4kb. Die 
Nukleotidsequenz des Genoms eines Parvovirus B19 wurde von einem 
Klon abgeleitet, der beinahe das vollstandige virale Genom 
enthielt (R.O. Shade et al . Journal of Virology (1986) S. 921), In 
jedes Viruspartikel wird jeweils nur ein DNA-Strang von entweder 
Plus- Oder Minusor lent ierung verpackt. B19 ist ein autonomes 
Parovirus, d.h. es benotigt zur Replikation kein Helfervirus. 
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von 831cDa (VPl) und 58kDa (VP2) ZusatzH^i, , ^^rsewichten 
Hi=..-S.....„p.ote.„. .on L r^a ^ale^^^^^^^^^^ 

Die DNA .odiert 5-Bereich fur die stru.turproteine des 

Kaps.ds. D.e .odierenden Bereiche die.er Stru.turproteine sTnd b s 
auf e.nen .us.tzlichen K-Ter.inus des VPI identisch. .eZJZ 
«rd d.eser Unterschied durch ■■.pUcing"-Vorgange auf ,er Zl 
Kbene, bei denen i. .all von VP2 der tran.lation/lle start fa^Pl" 
herausgenom^nen wird und sor,it die Translation erst .1^1 
Mrzeren VP2 starten kann. - 

untersuchungen an verschiedenen, weltweit gefundenen B19-Isolaten 
zeigten, daa sich diese zum Teil Hn,-^s o . ■, ^ isolaten 
auf nwi ,.K fe = triktionsenzym-Muster 

auf DNA-Ebene unterscheiden . Biese Unterschi.de korrelieren 
ailerdxngs n.cnt .it de™ klinischen Spektrum der B19-Inf ektion 

Bisher konnt^ keine per„,anente Zellinie gefunden warden in der 
s.ch.Bl, ver^ehren l..t. Ebensowenig gelang es bisher, f^; b", eL 
Versuchs-Tier^odell zu etablieren. Allerdings l.«t sich Bl, n 
prxmaren Knochen^arks-Zellen untar Anwesanheit von Erythropoeti" 
::™;r:\".d " -PUkat.ons-„achanis.us Is" 

dLsar irf!k!r" ■ 7'''"' Erythropoasa zialzellen 

in f T ^-"-»en gelang die Inokulation von B19 

in fetalen arythropoetischan Zellen und Erythroblastan eines 
Patientan mlt chronisch myeloischer Leukamie. 

dir 7Z7T ''"'''"^ infektiosu™ (Hingelr.teln , , aine in 

der Ragal ben.gne varlaufende Infektionsarkrankung, dia maist 
zv.schen da. Kindes- und fraha™ Erwachsenenalter auftrl 
AuBerde. kann dia B19-Inf aktion bai Patientan ™it chronisch: 
ha.olyt.scher An^ie ,sichelzeUenan.„ia us.., aplastischa 
"nd bai Pat.enten „it angeborenen odar ervorbenan 
I«un.angelzust.nden chronische Knochen^arks-Aplasien verursachan ' ' 

In der Schwangerschaf t kann dia B19-Infaktion in et„a 10 - 15% zu ' ' 
Hydrops fetalis .it resultierende. intaruterinale. PruchttL 
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fuhren. Ferner ist B19 mit dem Auftreten dpr p„ 

Henoch assoziert. "reten der Purpura Schonlein- 

B19 wird in der Kegel durch Tropcheninf ektion, aber auch durcH 
ant.gen-positive Blu^konserven und Cerinnun.spr.parate arrtage: 

Da bisher keine permanente Zellinie bekannt ist in d.. • . 

in grooen Mengen gewinnen I.ot, .ehit so eine OuLl ^L ZTj'' 

von Antigen fur diagnostische Tests. Bisher behilJt 7 "^.^"^"""^ 

B19-Virus, das in Blutkonserven von Spendern d • 

vir..ischen Stadiu. der Xnf ektion ' IZZZ' ™ '''''' 
wird. «i-i-naen, zufallig entdeckt 

Aufgabe der vorliegenden Erfinduna ic^t- 

Polypeptide zur v ^- ' ^'^""^l^gisch aktive 

xypeptide zur Verfugung zu stellen, die mit ri.n k- 
vorges tell ten Tes tsyste.en den Kachweis von Bl 
^tikarpern der XgO und .gM-Klasse er.agliehe: .air:;^!?:::: 
folgende Anwendungsmoglichkeiten. ergeben sich 

Serumdiagnose akuter bzw. abqelaufen^r ri o r - , • 

- Bestintmung des B19-Inununstatus bei Schwangeren 

Untersuchung von Blutkonserven oder Plasm^c^n^nH 
d^r- fTK^^*. "uer Fiasmaspenden zum Ausschlu/3 

- Sel^ktion vcn anti-B19 positiven P1.3masp.ndern fur die 
Prcdukticn vcn B19-HyperimH,u„giobulin-Priparaten. 

ve~,/^%r"^" -'linisc.en SpeKtr..= de. durcH bx, 
verursachten Erkrankungen sowie der Gefahrdung far B19 

POIVB?..'."' -^-"-g^tellt, da. brauchhare iM„unolcgisch aktive 
genial? "T "^''^^^^ h-gestellt werden kdnnen. Bie 

gentechncicgiscbe Darstellung von kurzen Peptiden i.t ebenso „ie 
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die von groGen Polypeptiden nur dan 

Ausbeute n,oglich, wenn geeignete \Z.T^^^ ^iedenstellenden 
warden. Verh.Itnis..Mg \ure Pe^J^^/^Tn^^^^^^^" 
s.n..eti3c. .ergestent we.den, erL.de.U l^st TT . 
genauere Kenntnis der i^unologischen Wir^sa^.e^t ' " ^'"^ 
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Gegenstand der Erfindung sind immunologisch aktive Peptide, die 
einen Teil der Aminosauresequenz der Kaps idproteine VP i oder' VP 2 
des Parvovirus B19 aufweisen. Diese Peptide sind dadurch 
gekennzeichnet, daG sie frei sind von Verunreinigungen , die den 
Nachweis von gegen Parvovirus B19 gerichteten Antikorpern storen. 
Diese Eigenschaft ist von groQer Bedeutung, da solche 
Praparationen von Peptiden nicht brauchbar sind, die aufgrund der 
Herstellung Bestandteile enthalten, die mit den nachzuweisenden 
Antikorpern reagieren. Ein Beispiel fur eine derart unerwunschte 
Verunreinigung ist Protein A, das spezifisch mit dem Fc-Anteil von 
IgG-Antikorpern reagieren kann. Ein. besonderer Vorteil der. 
erfindungsgemafien inununologisch aktiven Peptide ist, da/3 sie durch 
die erf indungsgeniaflen Herstellungsverf ahren in guter Ausbeute 
hergestellt werden konnen . Werden namlich die fur einen 
diagnostischen Test benotigten Antigene nicht in eine- 
ausreichenden Menge bei den Herstellungsverf ahren synthetis iert 
kann nicht die . erf orderl iche Ausbeute nach den anschl ieQenden 
Reinagungsverf ahren erhalten werden. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung konnten weiterhin kurze 
Peptidsegmente aus dem VP 1, genauer aus dem Bereich von VP i, der 
nicht mit VP 2 ubereins timmt , bestimmt werden, deren Epitooe'.zum 
zuverlassigen Nachweis von Antikorpern gegen Parvovirus 319 \n den 
Untersuchungsflussigkeiten, insbesondere Seren geeignet sind. 
Dieser Bereich wird im folgenden als VP- i-vp 2 bezeichnet. Abb. 3 
zeigt beispielhaft die Anordnung von einigen Peptiden ( PAPEP 1- 
PAPEP 8) in dem Bereich (VP I-VP 2). Auch wenn diese Peptide • 
bevorzugt sind, konnen ebenso andere. Peptide mit 8-50 Aminosauren 
bevorzugt 10 bis 32 Aminosauren, aus dem Bereich VP l-vp 2 
eingesetzt werden. Dieser Bereich entspricht etwa dem Polypeptid 
PANl, das in Abb. 2-1 dargestellt ist. 

in einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der vorliegenden Erfindung 
wird dieser kleine, immundominante und B19-spezif ische Bereich im 
serologischen Test eingesetzt. Besonders bevorzugt wird dabei ein 
Gemisch synthetischer Peptide eingesetzt, wobei diese Peptide die 
m Beispiel 3 gezeigten Aminosaureseguenzen PAPEP 1 - papep 8 
aufweisen . 
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In einer anderen bevorzuaten Au^^hHt-,,^ ^ 

Aminosauresequenzen der aenf^.h i ^argestellten 

immunologisch aktiven Peptide pan-1 <^^rgestellten 



ausreichehd, „enn ein Peptid in dem Test 

eingesetzt werden. dieser Peptide 



.'r."z;:i.' ,r.'.."":T 

gentechnolcg.sch hergestellt. ' 

Zunachst wurden die kodierenden Bereiche H»r- • , 

zweier PolymerasP y^r^ o , Bereiche der viralen DNA mittels 

a. drsr::rrrrr:: p'rrr^^^ 

..as.ide. .a. die „ei.. Ve..r„r rtcrj^^T; T 
klon.art. „ach weiteren SubHonierungsschritt ' i 
exprimiert und die dabei entstBh»r,H . ' gentechnologisch 

direkte Herstellun, der "rff . ""ersucht. Eine 

Expre=sion.v..toren i.t aufarund "^^""^ - 

nicht „oglich Erf?„du„ — Wedener Schvierig.eiten 

ogiicn. Erfmdungsgemao „ird daher 

Prcteinseg^ent an ein staMl expri^ierbares Protein an, ■ 
Dieses Fusionsprotein kann nach der ZrlT -^"-onxert. 
Antigen fur den loG-Na.hu • Aufreinigung direkt als 

^ -LUX aen igG-Nachweis einaeset T-t- t^^>-^^ 
Jedcch der Parvovirus spezifische Tntei, h . ^-orzugt «rd 

^bgesoalten waiter auf^ '^<^^'-^ durch geeignete Hethoden 

eingesetzt -^Serein.gt und dann for serologische rests 

dL'\"e":r ^-^^"^-5 =ind weiternin lest.its fOr 

sLd ri eTf^nrngr;e"r^"' 

.rundsatzii ;„ ! "^"^^-^ -Ativan Peptide .ennen 

in alien diagnostischen Testkits zu„ „ach„eis von 
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Antikorpern gegen Parvovirus B19 verwendet werden. m einer 
bevorzugten Ausf uhrungsf orm der erf indungsgema/3en Testkits wird 
die Festphase geeigneter Mikrotiterplatten oder Polystyrol-Kugeln 
mit den erf indungsgemaBen inrmunologisch aktiven Peptiden 
beschichtet. Nach Inkubation mit der Untersuchungsf lussigkeit 
(Serum-Probe) in einer geeigneten Verdunnung wird nach ublichen 
waschschritten Enzym- oder radioaktiv-markiertes anti-human-lgc 
zugegeben. Das Ausma/3 der Substratumsetzung bzw. der gebundenen 
Radioaktivitat zeigt dann an, ob in der Serum-Probe gegen 
Parvovirus B19 gerichtete Antikorper vorhanden sind. 

Die erfindungsgemaflen Testkits werden iiblicherweise an 
Laboratorien von Arzten, Krankenhausern , Untersuchungsanstalten 
etc. gelxefert. sie enthalten regelmaBig alle zur Testdurchf uhrung 
benotigten Reagenzien. iibliche Testreagenzien wie Puf f erlosungen 
etc. werden jedoch manchmal nicht mitgel ief ert . in der Regel 
enthalten die Testkits Mikrotiterplatten oder Polystyrolkugeln 
die entweder mit einem oder mehreren erf indungsgemaBen Peptiden' 
Oder mit anti-Antikorpern beschichtet sind. Weiterhin konnen die 
Testkits, je nach Testprinzip, ein oder mehrere erf indungsgemaBe 
Peptide enthalten. SchlieBlich umfassen die Testkits noch eine 
Anzeigekomponente, die eine Auswertung des Testergebnisses 
ermoglicht . 

Bei anderen bevorzugten Testkits werden die Antigene an die 
Festphase von Mikrotiterplatten oder Polystyrol-Kugeln gebunden 
Nach inkubation des Testserums, geeigneten Wasch- und 
Absattigungsschritten wird ein spezif ischer , enzymatisch oder 
radioaktiv markierter Antikorper gegen die B19-Antigene zugegeben 
und dessen Substratumsetzung bzw. die gebundene Radioaktivitat 
gemessen. Da es sich hierbei um einen Inhibitions test handelt 
zeigt eine geringe Substratumsetzung bzw. geringe Radioaktivitat 
das Vorhandensein von spezif ischen Antikorpern an. 

Fiir den Nachweis von IgM-Antlkopern gegen B19 konnen die an 
Festphasen gekoppelten erf indungsgemaBen Peptide ebenfalls 
eingesetzt werden. Bei diesem Nachweisverf ahren werden zunachst 
die IgG-Antikorper durch Zugabe von mit Protein A beschichteten 
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Kugem zu den Untersuchungsf lussigkeiten eliminiert. Der Nachweis 
von gebundenen Antikorpern erfolgt dann mit einern anti-human igM- 
Antikorper, der enzymatisch oder radioaktiv markiert ist. 

Bei einem weiteren bevorzugten Testkit wird das Prinzip des soq 
"p-capture assays" verwendet. Mittels an die feste Phase 
gebundenen anti-human IgM-Antikdrpern wird zuerst das igM aus der 
Untersuchungsflussigkeit (Serum) gebunden. Dann werden die 
erfmdungsgemafien immunologisch aktiven Peptide zugegeben Das 
Ausma. der Bindung der Antigene und somit die «enge an vorhandenem 
Ant.-Bi9-lgM kann dadurch erfolgen, daa entweder die Antigene 
rad.oaktzv oder mit anderen Substanzen (Digoxigenin, Avidin) 
markxert sind und somit nachweisbar sind, oder dai3 ein zweiter 
markxerter Antikorper gegen die B19-Antigene eingesetzt und dessen 
Bindung gemessen wird. 

im Rahmen der vorliegenden Erfindung ganz besonders bevorzugt sind 
dxe ELISA-( enzyme linked immunosorbent assay ) -Testkits . 

Erfindungsgemafl werden auch DNA-Seguenzen zur Verfugung gestellt 
dxe fur den direkten Nachweis des Virus in Untersuchungsproben 
(Seren, Biopsien etc) verwendet werden konnen. Bevorzugt werden 
.wex DNA-Primer verwendet, die sich spezifisch an DNA-Bereiche im 
VP 1 anlagern. Mittels eines kauflich erhaltlichen Polymerase- 
chaxn-reaction-Kits kann dann eine Amplif izierung des dazwischen 
ixegenden Bereiches erreicht werden. Nachgewies en wird die dann in 
geeigneter Weise fixierte amplif izierte DNA durch eine geeignete 
DNA-Seguenz. Hergestellt wird diese fur die Hybridisierung 
exngesetzte DNA mit Hilfe eines Plasmides, das den zwischen den 
bexden Primern liegenden DNA-Bereich enthalt. 

Selbstverstandlich durfen die Primer Seguenzen nicht in der zur 
Hybrxdxsierung eingesetzten DNA vorhanden sein. Die Seguenz der 
verwendeten Primer und deren Anordnung zueinander ist in Abb 1 " 
dargestellt. 

Schlie/31ich werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung auch 
impfstoffe gegen Parvovirus B19 zur Verfugung gestellt. Hierbei 
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werden die erf indungsgemafien immunologisch aktiven Peptide 
zusammen mit geeigneten Adjuvantien den zu schutzenden Personen 
gegebenenfalls mehrmals appliziert. Die dadurch hervorgeruf ene 
Produktion von Antikorpern kann einen Schutz vor Infektion mit 
Parvovirus B19 bewirken. 
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Gewinnung von Parvovirus B19 VP i- und VP 2-kodierenden Sequenzen 
aus Patientenserum 

von einen, Patienten mit akuter Infektion (Erythema infectiosum) 
wurde aus iml serum virale DNA durch Proteinase K-Verdau in 1% 
SDS, Phenolextraktion und anschlieBender Alkohol-Fallung isoliert 
(D.ese und auch alle folgenden Schritte zur Gewinnung, 
verarbextung und Expression von DNA, sowie auch die Darstellung 
von rekombinanten Proteinen und grundlegende Schritte zu deren 
Rexnigung sind in: Maniatis, T., Fritsch, E.F., Sambrook j 
(1982) Molecular cloning. Cold Spring Harbor, N.Y. ausfuhrlich 
dargestellt). Diese DNA wurde in 50pl TE-Puffer aufgenonunen und 
jewe.ls dann Ipl fur die An,plif izierung mittels der "polymerase 
chazn reaction" und synthetischen 01 igodesoxynukleotiden 
eingesetzt. Fur die Amplif izierung der kodierenden Bereiche der 
Oberflachenproteine wurden zwei Primer-Paare verwendef eines 
davon fur die Gewinnung des VP 1-Anteils, das zweite Paar'fur das 
gesamte VP 2. Die als Primer verwendeten Oligodesoxynukleotide 
besxtzen an ihren jeweiligen 5 ' -Enden Seguenzen, die nicht mit der 
Parvovirus-seguenz homolog sind, fur Pes triktionsenzym- 
Schnxttstellen kodieren und deswegen geeignet sind, die aus der 
PGR entstandenen DNA-Frag^ente in geeignete Vektoren zu klonieren 
Es wurden die in Abb . 1 mit 0-1 bis 0-5 bezeichneten Primer 
verwendet. 



rvovirus DNA wurden 

OOpl 
rung 



Jewells funf Ansatze mit je Ipl isolierter Pa 

mit den beiden Primer-Paaren in einem Volumen von lOOpl 
amplxfiziert. Die Bedingungen dabei waren : 1 , 5min Denaturierung 
bex 94 C, 2mxn Anlagerung der Primer bei 45'C, 4min Synthese bei 
C; xnsgesamt 50 Zyklen; Puffer, Substrate und Taq-Polymerase 
wurden dabei nach Angaben des Herstellers ( Cetus/Perkin-Elmer 
Uberlxngen, BRD) eingesetzt. 

Dxe amplifizierten - DNA-Frag^ente aus den beiden unterschiedlichen 
Ansatzen (fur VP 1 und VP 2) wurden jeweils vereinigt, mittels 
Alkohol-Fallung prazipitiert , mit 70% Alkohol gewaschen 
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getrocknet, in einem Volumen von 200pl TE-Puffer a.lo.^ . ■ 
den Restri ti-i«r,c«. i-urrer gelost und mit 

Nach Transformation der Plasmide in E.coli jmioq r^>. ■ 
Be.ei=. una p„c.2VP. .en VP .-.odie.LaZ bL":: 



BEISPIEL 2 



sentechnolcische Darstallung von VP .-^.ell un. VP 2 .u. H.coU- 

a) VPl-Anteil: 
1) PA2J-1 

unl Tn,"TT f"''^ VPa-.caierende Bereich ™tt Bell 

vector) isoliert und hinter das T-vr,,^^ • 
Oalacto=i..3a-.ens aa= Va.L s U b ^^"p^J^^r"" 

:::r:r":rt""-"""" ---- inri.t."... 

""^ resultlerenden Plasmiden exprimieren nach 

z eZ.T t: '" "^"'^ -oai::vpi-.....„.;,„ :r: 

(ca 67^A) „aloha. i„ i^.ncblot (Western Blot, sehr starlc „it 

d ese":^7::::r ^e^en rea,iert. .Ine Haini,„ ^ 

erreLht we/, konventionellen Methoden 

"h "nl5slich.ceit des Proteins ausgenutzt 

Deter Pelletfra.tion „it 

Detergent en „xe Tr.tcn-XlOO und O«yl-gluoo-pyranosld ge„as=hen, 

«er=aptoeth r " — "ie.end .It 8M „arnstoff/l 
«er=aptoethanol xn Ldsung gebracht und darch DEAE-chro.atographie 

Lgetre Verunrein^gen 
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Eine Abspaltung des VPl-An^o■; i 

Methionin beginnt und i„ Fragment seZt d "'"" 

au.ta„=.t; .a..e.ie" en .us "„sa tin " 

Methionin relativ oft auf so "=i°"3anteU dagegen tritt 

Iyop.iiisie.t, in e« „a„ to' L I"" ■ 7" '^'^ 

und . .ittels DEAE-chro^atograpMe Tn '^^'^'^'^^^'^^^^ ^^Wst 

Als weitere Konstrukte mrden Plasmlrfo 
Fusionsproteine b.stehend aus der o utath 

schistosoma japonic™ ,s„ith, D B and ^Ih " ""''^"^^ 
purification of polypeptide e.presse/ i„ T' h " " "'"^'^ 
fusions with glutathione s-transf Escherichia ooli as 

ae. VFl-.nte!l .odLL I T'^- " <^'««' ^'""J -d 

Fuslonspartner vervendet \erden sol''" 
diagnostischen Test stort 



2) PCE; 



Aus PUC12PAN -wurde das Big-nwA 

(618bp, isoliert und in pLxi ==lVPvuri Verdau 

integriert (pGEXlPAKl n ^" ""'^ ^"^^ "eUen 

-i«els =lutath™,opp:,t' "^a-Fusio„sp.otein „urde 

als Antigin ft T ""'"'^"^ '^^"-'^ 

in Abb. 2-2 aufgem« ^™re-Abfolge dieses Antigens ist 



3) PAN-2 



Aus PUC12PAN wurde ein 45fthr, 

nach -.=chen.lonie.u„U : : rn ;elr; 

inseriert. Die Insertion h . ^^l^toren in pGEX2 (pGEX2PAN) 

insertion des Fragments 1. selben Leserah„e„ ,ann 
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v.„ x..o»..„ e..„nt w...,'^.. ^iT zziTnT'T^ 

Enzy. vo. ru=io„spart„er abg.spalten we.L 

J..e. ...... .us..nspe.tn./ vl^J.e: t .er^e^ ^ 

4) PAN-3: 

Aus PUC12PAN wurde ein 458bp Fragment mit Bcll/Hin.rr • 

it:-'—-— 

J "-lex anaere Fusionspartner vervenH«=i- t^=,-^ 
Proteasev-vr-i, vervendet warden, wenn er diese 

frocease-Erkennungsseguenz besitzt nio . ■ "-i-ese . 

Antirrono ■ oesitzt. Die Ajninosaure-Seguenz des 

5) PAN-4: 

Plasmld PGEX2PAH nil T "=-"ert. Erhalten wurde dabei das 

ou,ode.c..i«j:::: e."L. r:r7„ d t 

-uta.M.„-s-.ra„s.e.a3e und .J:T-sZTj:Trl'-'''' ™" 
Seguenz fiir r^^^ r, ^ segment ist die Aminosaure- 

dieses Enzv " =° ^er B19-Antail durch 

^SlT7Zr\ a.gespa:te„ weMen .ann. .s .an„ 

er aZl' IZTJ :T'' ^u=i°-partn.r ve^.nde. we.den. „e.„ 
Protease-Erkennungssequen. besitzt. Die Aminosaure- 
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Sequenz des Antigens, s..i. anf usionierte rre„d.»i„o...„n (i„ 
Fettdruck) ist in Abb. 2-5 angegeben. 

Eine Reinigung a^r Antigene kann durch einfach. Affinitats- 

e~r::::::. ""a-c„-ge.o.p.i.n .ij:::. 

2ur weiteren Aufreinigung der auf pGEX 2 und 3 beruhenden 
Fus.onsp.otei„e wurde eine Abspaltung de. B19-Anteils durch Verda" 
^.t Tropin b.w Paktor X nach Angaben des HersteUers (Boahr „g 

3 1-^"-"^"' °- — --^en da„n noc.: 

^ran""L: r""'"'''^^' aufgerainigt . ^i. s-cl„tatbi<,„- 
Transferas. kann dabai selalctiv harausgaf ischt werden der 

^'7s:::tt'' ^-^^"^-^ - nat 

s,r„^ -"-Wieoenden DEAE-chrcmatograpMscban Auftrennung m 
serologischen Tests eingesetzt werden. 

Gl'utaT" Protease dxrekt zu der 

'i :„3p::t\t°''"r " «~de„e 

Ih^ »! gegeben werden. «ach einer Inkubation^zeit von ca 

Ih laat s.ch das abgespaitene VPl-rrag„ent aus de« Cel „a!"hen 
:::::::„ - — ^n-e^ase-Anteii an die Oei.tr:' 



1) VP-2 



Id ier . des Vectors ist der 

rLhtLl """i^ P"-^VP2 bereits i„ 

unLs K "-n n-h Induction .it IPTG aus der 

reLl -^S--nigt werden. Die A.inos.ure-Seguen. des 

rekombmanten Antigens ist in Abb. 2-6 gezeigt. 

2) PANSE: 

Oberraschenderveise zaigte sich, daB eine Verkurzung der VP2- 
l^odierenden Seguenz eine erbebliche steigerung der Proteinausbeute 
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mit sich bringt, daB dieses verkiirzte Antigen stabil exprimierbar 
ist, auch wahrend der Reinigung nicht degradiert wird sowie auch 
noch dieselbe Rektivitat mit anti-B19 positiven Seren aufweist. 
Dieses Expressionsplasmid (pUC19PANSE) wurde erhalten, indem der 
5'-Bereich von VP2 urn 355bp bis zu einer Nsil-Stelle verkurzt 
vmrde. Dieses Fragment wurde in pUC19 (Pharmacia, Schweden) 
inseriert, das denselben Leserahmen im lacZ-Peptid aufweist wie 
die B19 Sequenz. Da aufgrund der PGR Primer am 3.'-Ende eine 
Hindlll-stelle sitzt, muQte durch Zwischenklonierung noch eine 
EcoRI-Stelle geschaffen werden,_ um das gewiinschte Fragment in die 
PstI und EcoRI Stellen von pUC19 inserieren zu konnen . 

Das Antigen mit einer GroQe von ca. 38kDa (PANSE) kann sehr 
einfach aus der Pellet-Fraktion des Bakterien-Lysats nach Losen in 
4M Harnstoff durch DEAE-Chromatographie von Verunreinigungen 
getrennt werden . Die Aminosaure-Sequenz des Antigens ist in Abb. 
2-7 angegeben. 

3) PAPST: 



Von dem Plasmid pUC12VP2 wurde durch PstI Verdau ein 716bp groi3es. 
Fragment isoliert, das den N-terminalen Bereich von VP-2 kodiert. 
Nach Insertion des Fragments in den Vektor pUC9 (Pharmacia, 
Schweden) in die selbe Orientierung der Leserahmen wie dem lacZ 
des Vektors (charakterisiert durch Restriktionsenzym-Verdau) wird 
das B19-Antigen mit einer Grofle von ca 33kDa in sehr groGer Menge 
(ca. 10% des Gesamt-E.coli-Proteins) produziert. Eine Aufreinigung 
kann ahnlich wie bei pBDAN aus den unloslichen Bestandteilen durch 
Losen in 8M Harnstoff und anschlieCende DEAE-Chromatographie 
erfolgen. Die Aminosaure-Sequenz ist in Abb. 2-8 aufgezeigt. 

c) gesamtes VP1/VP2; 

Das Plasmid pUC12PAN wurde mit PstI und Hindlll geoffnet und der 
VP2 kodierende Bereich aus pUC12VP2 nach Hindlll und partiellem 
Pstl-Verdau als 1 , 7kb Fragment inseriert (pUC12VPl/2 ) . 
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Expression VPl/2-enthal tender Antigene in E. coli: 
1) PAV-l-B: 

pUC12VPl/2 wurde mit EcoRI und BamHI geschnitten, eine 1466 bp 
groCe DNA-Bande isoliert und dieses anschlieBend in die 
EcoRI/BaiuHI Stellen des Vektors pUClSstop eingesetzt. pUClS stop 
gleicht den oben erwahnten pUC-Vektoren; im Unterschied zu diesen 
enthalt er jedoch zwischen der PstI und Hindlll Stelle ein 
Synthetisches Oligodesoxynukleotid, das fur Translations-stop- 
Signale sowie fur den Stop der Transkription kodiert, Somit hat 
die Polylinker-Region des Vektor folgende Seguenz : 

ATG ACC ATG ATT ACG AAT TCG AGC TCG GTA CCC GGG GAT CCT CTA GAG 
TCG ACC TGC AGT AAT TAA TTA GAT CTC GAG CCC GCC TAA TGA GCG GGC 
TTT TTT AAG CTT 

(Die Restriktionsschnittstellen EcoRI - GAATTC, BamHI - GGATCC, 
PstI - CTGCAG, Bglll - AGATCT und Hindlll - AACGTT sind durch 
Fettdruck markiert) 

Der so erhaltene Vektor (pUC-Vl-B) kodiert das VP-1- 
Strukturprotein vom Start bis zur Aminosaure 486. gefolgt von 
einigen Aminosauren des pUC-Poly linkers und wird terminiert durch 
die Stop-Codons des inserierten . Oligodesoxynukleotids . Das 
exprimierte Antigen (PAV-l-B) wird in sehr guter Ausbeute nach 
IPTG-Induktion. in den E . coli-Zellen produziert und besitzt eine 
GroQe von 60 kDa. Seine Aminosauren-Abf olge ist in Abb. 2-9 
dargestellt, durch Fettdruck hervorgehobene Aminosauren sind nicht 
B19-spezif isch und werden durch pUC-Seguenzen kodiert. Die 
Reaktivitat mit anit-B19-posi tiven Seren ist sehr gut und eine 
effiziente Aufreinigung laQt sich durch Entfernen loslicher 
E.coli-Proteine, Losen in 8M Harnstoff und konventioneller lonen- 
Austauscher-Chromatographie ( wie beschrieben ) erreichen , 

2) PAV-l-N: 

Der oben beschriebene Vektor pUCVP-l-B wurde mit EcoRI und Nsil 
verdaut. Die so entstehende 1137bp groBe Bande wurde in den Vektor 
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pucisstop in die EcoEI und PstI stellen ins.riert (sieh. oben) 
Der entstehende Ve.tor pUCVP-i-« ,odi.r. das Stru.turpr.tein 

IPTG indulction in den E.coli-Zellen etw.s schlechtar produziert 
^is das oben beschriebane Antigen PAV-l-B. seine GrcBe ist 45 U>a 

vl^T', : *"i-=--n „it rettdruc:)^ „erden vc. puc- 

vektor kodiert und sind nicht B19 spezifisch 

-erden"'""'^"' ^"""'"^ '"^^ — icht 

3) Expression der unter .nd c)2) beschriebenen Antigene als 

GST-Fusionsproteine -Ly«ne ais 

isol e" L "^"''P 1130bp groBen Banden 

St°p-s": , ™" PUClBstop .it elngefuhrten Translations- 

Stop Signal e mxt uberno^en .erden. (Die Bglll-stelle ist. in der 

Ste i:"!: AT^r -^^n. a„gegeben, die Bel - 

Stelle (TGATCA) unmittelbar vor de„ start der Translation w„rde 

"r- , r^ -pP^-.«^on,.er.endeten Pri^ern einge.Hrt ! 

1. 0 1). Die beiden. Fragmente, die dieselben 5'- 
Se^en.en. Jedoch unterscMedlich lange Bereiohe vl' v-l 
-codieren, warden nun in den oben be.chriebenen Vector p^x 1 
eingesetzt. .a pCEX-1 . «r die insertion des , 3 .-Endes eine 

vert:::: T. ''"^"-stellen sn.al und EooPl L " 

verfugung hat, muQte zuerst noch eine fur =;n,.T /k, 

«e stelle gesoba„en „erden. .ie"; ertlgtrircr L" er::!! 

B^l (Coat rr"""'"" Hestrlktions-stellen KcoHl und 

(ico^patibel .it Bglll, des Vectors pIC20H (The pic plas.id 

=^ ector '^--'"^ ^^--^-^ r...Ln... 

E J IZ r -activation, a.L, Harsh, K. Erfle and 

VeLren Jurd'"'' "^^"^^ entstandenen 

(b^lt "nd jrag^ente .it Bell u„d Hinoll 

LT inT i-i-" -d in pGEX-1 in Ba„*I und 

.nseriert. Oa Hindi auch in der Bl,-Se,uenz schneidet, 
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Lt:.'" """" '"^^"'^ Hi„=„-v..... 

Die beiden pGEX-Vektoren exprimieren nnn ■ 

aus de. ClutatMo.-S-.Jns.ere 7J:::rZ''7 ^^^^^^^^ 

unte.schieaiic. .an.en VP-, se^enten. Oas aus pUCVP-.T3tal"'r 

und nun in pGEXVP-i-B sit.ende Fragment ergibt ein pL! 

-t ca. a7)cBa; das .leinere, nur Ms A^inos^ure 377 ^dT"".'" 

Fragment ein Fusionsprotein in der GroBe von 723cDa 

Die Aminosaureabfolgen sind in Abb. 2-9 und 7 i n 

einzige Unterschied ist, daB die funf k. °- 

wegfanen und statt dessen du die tlutTt: " 

ersetzt sind. ^^"tathion-s-Transf erase 

4) Weitere Expression von VP1/VP2: 
Aus dem Plasmid pUC12VPl/2 mSt- ^ 

.o.ie.e„a.n ^..e h:;.- I" 

Fragment isoliert und in d»„ „ Hindlll-Verdau ein 2,4kb 

p-x„ .r. t:rirr. r----— 

Epstein-barr virus m;,-inr- v. Expression of the 

virus major membrane proteins in <-k^^ 

ovary cells. Gene, 44 (1986) 353-350 7, I , """^"'^^ 
ECORI und Hindlll vlrH (^rhaltioh bei atcC) ) nach 

Hindlli Verdau mseriert. Dieses Pl«<=mi^ 
anschlieBend wieder mit Sail linearisiert h 

C-.1T i:^ -^-mearisiert und noch ein 2 4VH 

Sall-Fragment mit einem Dihydrof olat-Reduktase-Gen (dh^I ' 
Regulationsseguenzen eingesetzt. Das so erhal^ 
pMDIlivpi/2 wurde in nHTrr. ^^as . so . erhaltene Plasmid 

fi/^ wurde m DHFR-negative CHO-Zellen tran«;-Fi,.i . 
selection au, . alpha-™inu. Medium (gtboo) w^rZ 
KoZcnien isoiiert und nach de. lls'a.Ler 'T^'^^^ 
Konzentrationen an Methotrexat (mix, m.liJt von T " 

Weiterhin wurde das 2 4kb-P-rj,rTT„^r,<- 

HcoHVHindZxr-Verdau in e^- ^ ^ i„s::L "^7": 

Zwisch.„.ons..u.t wu.de dann der Parvoviru.^^.eA' J^Jri 
i.oiier. und in die Ba^x-S.eiie eil^ .uTotl:: 
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Expressionsvektors (vervsndet werden k;,„„ 
- Konstrukte) inseriert. (Die Bcll-st=,, ■ " verscM^dene 

translationeUen start von VPI un.Utel.a. v.. de„ 

todiert, sieheAhb, l- der BalV v . ' ^=«-^-™ar 
^..aen, da i„ de. Pa;v::L3";n?.^^ -rc.,..a.„ 
, Stexie .eandet.,. Nach co-XransL on ^ :„ttr„" ""^ 
mt Hildtyp-Balculovirus-DNA in eine iLZ 

"erden Zelien isoliert di. v I"==''"n-Z=ntaltur-Linie 
au.„.i.en. ..3 illl^ln^LnT ^I^I^^^^" — 
Poly.edrin-.en d„oH das vPV^-J.n " set t Lt " 

5) Expression von VP-2 : 

:irLit:r^;a::^:.rr^^i::.tr r;-- — 

^caietend. P,a..id p„ci.vP ,si e Be pe\r ^ 

H.ndlli verdaut u„d da. resultierende 1 Lie t 

erwahnten Vektor inseri.,-^ ^ Fragment in einen oben 

Ba^I-stelie it" " Hindlir-steUe noch eine 

Parvovirus-Anteil ax. bcTi „urde dann der 

Ba«.I-steile nef lH:'" «-«^-"^-t isoUert und in. die 

™ .annen vers^r^dr ^^-^r^^r If^I^L e'lr^"^" 

::::: — - vi; 

p-^r^r: er:";ern" dT 

auc. no=. eine .oicbe sI! 'benndeo'U"""''""^-^^^"^- 
des entstandenen Pl^.rr.SH • eimdet}. Nach co-Transf ektion 

-=-ten-.eii..:: ji::r jrdin'rerirT":.^--"- " 

sogenannten ■■inclusion k ^- „ isoliert, die keine 

^enen das Bak o: IZT. ^"'"^^^^^ ^^^^^ 

IMt Sic. das Tp, VP2-0en erset.t 

»i-e Partikei b h '"'^^ "'"'^ '^""^^ -f-inigen. 

geeignet ^^-"^ P-apture-Xest 
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BEISPIEL 3 

Synthetische Peptide mit imm„„^ ■ 

y ^ae mit inmundominanten Epitopen 

Aus den Reaktionsmustern der bakt ' 

(insbesonders PGEX : : vPl-Pusionskonstr^k ^ '"^^^"'^"^P-^-^te 
posxtiven seren in, western Blot laBt k ^arvovirus- 

Folgerung .iehen, daa ein kurzes IrL T ^^™^-de 
ausreichend ist, un, all/ . ^^^Sm-ent aus dem VPI Anteil 
identifizieren. IgG-positiven Parvoseren zu 

Das Fragment laGt sich * , 

Peptid.„ abdecen, f°l9-nden synthetisch prcduzlerbaren 



PAPEP-1; 

Al" Tyr' Asp .sp .y. p,, 

PAPEP-2; • ■ " 

PAPEP-3: 

PAPEP-4 - " ' * ' 

A%\rHr.:rp::;roxrir^ - - - - 

PAPEp-5. 

- - Cs:r.r.:;Lr"„:- - 

Arg He H.s Asp Ph. Arg Tyr Ser Gin Leu 

PAPEP-6: 

Pro Tyr Thr His Trp Thr Val ai. . 

Lys Asn Glu Thr Gly Phe Asn He 
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PAPEP-7: 

Asn A^I. se. Clu ryr P.. se. «et T.r Se. v.l ..n Ser clu 



PAPEP-8 : 



P„ „,3 



lie Lys 

Diese Antigene konnen 



^onnen m groBen Mengen synthetisch r.^oKi n 
hergestellt, aufgereinigt und dann J elisa in Kon T 
zwischen 100 - 200 ng p.o Ansat. eingeset.t we.de: 

Auch wenn bereits mit einem der Peptide aut^ tt. k • 

Peptiden bevorzugt . y on zwei oder drei 

Fiir den Nachweis von Iqg- oder ifiM-ir,^- ^ u- 

imterschio^i,- V, IgM-Antikorpern konnen zum Teil 

uJi-cerschiedliche Peptide nHf^i- v«mK< ^- -^^j-x 

finden. Kombxnationen davon Vervendung 



BEISPIEL 4 



a) Bestinunung von Seru^antikorpern gegen das Parvovirus B19 

Mit den in Beispiel 2 beschriebenen und gereiniaten An./ 
-de eine gr5.ere Menge an. Seren au. i.re KLktrv^t ..^"C::: 

TrollZT fn"^'^" -^^'^^ verscbiedenen rekon^inan 

Froteine in emer Konzentration von 0,5 - i ua/m^ 

Carbonatpuffer dH Q r ■; r, ^ • Pg/ml m 

ELISA Pi!.! ""^^^^ konimerziell erhaltlicher 

nicht-gebundenem Material konnen diese Flatten h 
getrockneten zustand bei 4-c gelagert werden " ^"^ 

Die Inkubation mit den Seren fiir 7h ^ ^ ■ 

von l-ioo Hio ^" seren fur 2h erfolgte in einer Verdunnung 

1.100, die anschlieflenden Waschprozeduren und der Nachweis 
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gebundener Antikorper mit einen, Peroxidase-c.ekonn.1 ^ 

Getestet warden verschiedene Serun,panels auf anti-B19-IgG : 

1. Seren eines Patienten mit akuter B19-inf ektion ^ . 
.onsekutiv ab Auftreten des Erythema infektiosl .'s .9 wo^L 
nach der Erkrankung untersucht. urn bxs 19 Wochen 

Ergebnis: 

Sowohl mit dem Fusionsprotein aus pGEXlPAN fPCE . ■ 

Beispiel 2) und auch mit einem durch Thromhio ^ 

^er .Uni.c..n Manifestation aTant -b ^-xr" "'^ 

Mie.en a... den Beo.a..t.n,..eit.a.„ V'^JJlTVosAir ""^ 



getestet denen bei Hcspitalisierung und vier Wo=h=„ ... 



Wochen spater eine 



serumprobe entno.„.n wurde. Es ™rde„ fur iedes AntT . 
Testseren verwendet. Antigen dieselben 



Ergebnis : ■ 
PCE: 

von den 21 Schwangeren waren 15 zum Zeitpunkt der Hosoitali • 
anti-B19 negativ, 6 Frauen anti-Ri q t . Hospxtalisierung 
Ergebnis der Zw.i/ u Positiv. Das serologische 

i.!ntiscnes Erge^:::"^™^ ^^^^ 
PAN- 2 : 

Von den 21 Schwangeren waren 14 zum Zeitpunkt d.. » 

anti-Big-Ttrr r^^rr ^ ■ - '^eitpunkt der Hospxtalisierung 

nci B19 igG negativ, 7 Frauen anti-B19 positiv R^-i h » 
von c;PT-i,mr,^«w ^. posiciv. Bei der Retestunq 

von Serumproben, die vier Wochen spater diesen Frauen 
vurden, lieBen sich bei einer Frau di. , abgenommen 
war k*.in T ^ . ' anti-Bl9-igG positiv 

war, kem igG mehr nachweisen. 
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PAlJ-4 



Von den 21 Schwangeren waren i „ 

anti-B19 negativ 6 LIZ \- ^-'P»).t der Hospitalisierung 

Ergebnis der Zweitserumprob. Posxtiv. Das serologische 

identisches Ergebnis. ^^^''^^ ^^^ab 



em 



b) Austestung einer definiert B19 Tctc/m 

Sammlung (n=13) ^^G/M-positiv/negativen Serum- 

Die verwendeten Seren stanunten von klinisch d.^ • • 
waren .uvor in eine. XgC/M-Test aberprr:^:;::^^:"" 
Virus als Antigen verwendet. Seren l 6 ^ ^ereinigtes 

IgM/IgG-positiv, 10-13- IcMneJ. antx-B19 negativ, 7-9: 

' lu xj, IgM-negativ, IgG-positiv. 

Prctein A-getoppelten Kugeln. Pra-Adsorption mt 

Folgende Absorptionswerte wurden erhalten: 

IgG-Bestinunung mit PAN-4 (ca vn^ 

«.s=.ung au. Td PAV-^T < I"":!::! 

Gesamtprotein) I50ng pro Testnapf 



Serum 



IgG 



IgM 



■'■ 0,09 
2 



3 
4 
5 
6 



0,07 
0,06 
0,08 
0,06 



0,07 
0,04 



0,08 
0,07 
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7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 



1,82 
0, 90 

0, 72 

1, 10 
0, 62 
0, 98 
0,87 



1, 53 
0,46 
0, 56 

0, 08 
0, 14 
0,11 
0,09 



Die verwendeten IgM-positivan Seren sta„™ten von Uinisch 
defxn.erten ralien und waren zuvor in einem Ta„ rj. -k f 
worden, der gereinigtes virus al, "berpruft 
T«,K„„ - ■ Antigen ven^endet. . Ein 

Testansatz mit retombinanten Antigenen aus dem VPI .nd VP2 Bereich 

ZT2T r. seren. Es zeig.e sicH daj " L 

als a„ IgG-Test smd. i„ einem tommerziellen Testkit fur Icm 
werden deshalb beide Berelc:he vertreten sein. ' 



se :.uves IL - T sensitivit.t i.at . sich dure, 

select ives Anbinden der Serum-lg„-AntiMrper an die feste Phase 
TBa": : -tiMrper. Zugabe von re.o^inante. .„'ig:n 

ler ILT^""'^'^'^"^^- parti.ul.res VP-2, sowie der Besti Jng 

der Anbindung erzielen (p-capture assay). 

Diese versuche belegen die hohe Zuverlassigkeit des unter 

r:::::Lr poi^pep.:: 



ben.nT "PAfSE, PAPST und VP-2" 

PaUent!" "'^ Bestin^ung von AntiMrpern aus 

Patienten ..t lang abgelaufener Infection .eine zusLzliche 

Steigerung der Sensitivit.t . Eine gute Bea.tion .it diesen 
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zu den gentechnologisch erzeugten vpi-jnr=f,« >. 
=ynthetis.hen Peptid zuge.i.cht werden olr "b" 
Ansatzen vervendet werden ^ " getrennten 

g^gen diese beiden iTlZ ^-''ri^inierug der Pea.tivit.t 

lnfe.ti.„3zeitp.n.: e":::: -3=age aber den 

Beispiel 5 

-r^e analog zu de. n ■ — pU.Uie.ung 

-.c.ge«H.. ve^ende. Xderpt^V' 0."::^^; ^"^^"^ 
I^age auf dem B19-r*.nom • ^ ^ ^ una o 2 (Seguenz und 

besuzt da. .al Lf ^""P-^^ven P...en 

Auftrennung der ^llZlT . ""^'^^g^ents erfolgte na=h 
Transfer der dna auf eine Nitrn/l, 1 ^'^^-ges Agarose-Gel, 

und Hybridisierunc n,it ^^^^°^-^l"iose-Membran (Southern Blot) 

lerung „„t exnem dazvischen-Iiegenden DNA-stuck das 
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entweder radioaktiv mit 32P r^^^.- 

Hindi und PstI ein Jfinh , P"'''^^*" ""^de naoh Verdau mit 

P"C12 in dT" „rcll d p'" ""--^"g-ent isoliert und in 

resultierenden Plas.id (p„cl2PCP.rA, .ann nun das B19rr, 

ohne die .ur Ainplif i.ierung verv.ndeten "^"^"^ 

E=oKl/PstI-v.rdau gewcnnen warden und „a.. ZT^" '"^^ 

Hybridisierungsprobe einge=etzt warden M«>^i.rung ais 



BESCHEEIBUNG DER ABBILDUWGEN 

Tn pI: j;:r"r"„:t"r"™' ^^^^^ -re.=Hs 

Primer-se,™ -Plif i.ierung vervendeten 

X p Is :otrvp"i p-tei„e des viraL: 
r:-a°"""r^ o^^jei,:: :::::: 

u 1 £)is 0-4 angegeben, die als Primer fiir di^ an,r,T^- • 

aer da.w.c.en iiegenden Bi,-Se,u.n.en"™dr^ :::rZi 1^1 

0-2 fur dan VPl-Bereich, b.w 0-3 und 0-4 fiir VP-2). 

::™rden^"L-^Lire^^^r„.e=^i/^;.rr— - 
,i\,.------otid-::;en:etr~"i::: 

tdruck kenntUch gemacht,- nirtt-hoinologe Bareicha d h 

~;an:" -^^n sind l^H e n n 

-LienaJDstand abgesetzt. Bei o-l stell^n 

h.bridis.erendan Se.uan.an .e.triktion.en:::-::aiien .ar "Ect; 
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(GAATTC)-und Bcll (TGATCA) dar, bei 0-3 fur EcoRI, Bell und BspHII 
(TC-ATGA), bei 0-4 fiir Hindlll (AAGCT-T1 n.. ^^ ""^ BspHII 

... ^ "■'-'■^ IaacjCT t;. Das amplif izierte VP2 

kodierende Pr^g^ent ,0-3 und 0-4, „urd. vor de. Einsetzen in puc- 
VeHtoren .it EccRI und Hindlll ve.d.ut, das VPI tedi.rLL 

IHZT:'\T:' "-^^^ -tl-schnitt=ten. in L 

CTO^G* ' ' Positicn-Nr. 4 der angegehenen s.^.n. fa. o-2, 



•Abb 2 A™ino.aure-Saqu.„zan der in Beispi.l 2 beschriebenen 
Antigane, die rekombinant in E.coli-z.llan produziert werd.n! 

Bedingt durch Klonierungsschritte sind an den N-T.r™ini souie an 
den C-Ter..ni (bi. auf PAKSE UKB VP-2, Je.eil. einige „i=ht-B19- 
authentische Fre.daminosauren .it enthalten. die dur=h Fettdruclc 
hervor gehoben sind. retraruck 

Beschrieben we.den die ^in=.aurese,uen3en der in Beispiel 2 
beschriebenen Antigene: y ^ ^ 



Abb. 


2-1: 


PAN-1 


Abb. 


2-2: 


PCE 


Abb. 


2-3: 


PAN- 2 


Abb. 


2-4: 


PAN- 3 


Abb. 


2-5: . 


PAN-4 


Abb. 


2-6: 


VP2 


Abb. 


2-7 : 


PANSE 


Abb. 


2-8; 


PAPST 


Abb. 


2-9: 


PAV-IB 


Abb. 


2-10: 


PAV-IN 


Abb. 


3 : Schematis 


zueinander 





Darstellung der Anordnung einiger Peptide 
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PCT/DE91/001 



V 



VP 



0-1 0-5 0-2 



0-3 



0- I. 



O-l; 

^ ' GTG XAT TCT GAT 

^ AAA GCT TTG TAG 
TTT CGA AAC ATC 



CAT 

ATG AGT AAA AAA 

ATT ATG AGT AAA AAA 
TAA TAG TCA TTT TTT 



AGT GGC AAA TGG^ ' 
AGT GGC AAA TGG TGG^ ' 
TCA CCG TTT ACC ACC^ ' 



0-2 : 

^ ' ATT CTG CAG AAG 
TAA GAC GJC'TTC 
J C TTC 



CCA GCA CTG GTG CAG 
GGT CGT GAC CAC GTC 
GGT CGT GAC CAC GTC 



GAG GGG GGG GCA^ ' 
CTC CCC CCC CGT^' 
CTC CCC^ ' 



0-3 : 

^ 'g AGG AAT 

\ \ A GAA AAA 



TCT CTG ATC 

TAG CCA AGC 
ATG GGT rCG 



ATG ACT TCA 

ATG ACT TCA 
TAC TCA AGT 



GTT AAT TCT 

GTT AAT TCT 
CA^ TTA AG A 



GCA GAA GCC^ ' 
GCA GAA GCC^ ' 
CGT CTT CGG^ ' 



0-4 : 

\ ' TTG TAA ACA 
AAC ATT TGT 



CTC CCC ACC GTG 
GAG GGG TCC CAC 
GAG GGG TGG CAC 



CCC TCA GCC AGG 
GGG AGT CGG TCC 
GGG AGT CGG TCC 



ATG CGT A- ' 
TAC GCA T^ ' 
T 

TC GAA GAG^ ' 



0-5 



5 , G CTA CAA GCT GGG 

2 , GAG CTA CAA GCT GGG 
CAC GAT GTT CGA CCC 



CCC ccg'caa ag^' 

CCC CCG CAA AGT GCT 
GGG GGC GTT TCA CGA 



GTT GAC AGT GCT^ ' 
CAA CTG TCA CGA^ ' 



ABB, 1 



wo 91/12269 _ 

PCT/DE9 1/00106 

29 

Abb. 2 



Abb. 2^1 
PAS' I: 

AJ. AJ. P.o AJ. Hu Ph. Cb Cly Scr Uu P,o CJu Vai Pro Ij^ rj^ t'. if p'' 

Ahtx. 2.2 



PCE. 



S<:r AJa V. ri . £ ^" '^'^ Cly Thr A^ T,t V^'Ch ?ro Gh r, ^ ^ " ^" ^ys Pro 
JVo Arg Clu Pb* IJ« VtJ nr Asp ^ ^ ^" G'" ''^^ Cly Pro Pro Gb 



ERSATZBLA7T 
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PAN- 3 

Cly lit UvSerArjAri Pro Ajp Hij Met Scr Lvs L « ^, r»„ . ^ 

L). AJ, VaJ Tyr Cln Gin Ph. Vai Glu Pbc T>t g7u L« vL rl ^.p L„ Pbc AJ. 

Ly. A.P Hi. Tyr Asc fk S<r Uu Mp As. Pro Uu Glu 3^ ?^ ^" G'" Gb Ik Uu 

Lys Asa Asa U. Asa Scr Pro Uu lVtr hI ^ pH r! ^ ^.u V.J aJ, 

H. Ai. Uu Scr Sc; Scr Scr Scr His L Cl^l'^^^^cly G^u^^'^^^ ^" H^'p'o 

Pro Gly Gb Scr VaJ Gb Uu Pro Gly TTu Asa V .^^ ^' ^lu A.p Uu His 

Pro Gin S.r AJ. V„ Cly ...p Pro Uu CIu ^ vlfp^ S<?sr;i?s.'^° ^'^ 



PA.V-1 



Hi^ T.vr A. Uc S.r Uu Asp Asa Pro Uu CIu >^ P^Sr ^L^^"^ "/T" ^ ^" L)^>^P 

Ain Uu Ly, A.n S.r Pro Asp Uu Tyr Scr His His Pbc cL tr H^ ^ O ^ r c Arg Ik L„ A^ 

Leu Scr Scr Scr Scr Scr His Ab Glu Pro Arg Gly Clu ^Sn A^ ,^ c^" "^P 
Gly Gin VaJ Scr Gb Uu Pro Gly TV aL tI V^ ^ ^oCK^ f"' 

Scr AJa Asp Scr AJa AJa A.g Ik His ^CTf^J Ar. Z ^ ^Jy Pro Pro Gb 

Thr His Trp Tl. VaJ Al. Asp Gl Qu Uu u'u^ys^^ . J a r^"^^ ^ Tyr 

Asp Ty. Pbc TV Uu L,? Gly Ala ^ Vai v2 
Trr AS. A. Scr GIu L,, Ty. Pro Scr Mc, TV Scr Vai As. Scrl?^C,'t,%^i.^p;^- ^ £ 



VP2; 



c.rsirrsi!' ";L;:"sc^i;rT: - 

A;g Gb Pbc Uu Ik Pro Tyr Asp p/o Glu Hb Hb Tn ]^ PsL ^V Cy, TV Pbc Sc^ 

AJa Scr Gly Ly, Glu Ala Ly, Vai by, TV l^r pVuc Mc, ct T ^' Asn 

Asa Ai, Uu Asn Uu Pbc Phc Scr Pro U Q P c Gb His U J? ^ "^^^ ""^^^ ^" P'^' 
AJa Uu TV Vai TV Ik Scr Glu Ik Aia Vai L„ to ^ai a , "r^° ^'^ Asp 
A.P Scr TV TV Gfy A.g Uu Cy, McTuu Vai Js^lJis GIu^^^^ r'' V" ^'^ ^'^ 
A.P TV Uu Aia Pro Glu Uu Pro nc TrJ vJ^y^ Pbc P^o plrr^'r '^ ^'^ Gb 

Asn TV Gb Gly Ik Scr Gly Asp Scr L« LyTuu Ala r "V' ^" ^ ^ly Asp Vai 

Scr Pbc Gb Uu Uu Cly Tir Gfy G Iv fLtja^r Mcrt ? P tl' ^lu Hi! Scr 

Glu Gly Scr Gb His Pbc Tyr Ch, M^'^' ^.I'^l' 2''/° ^'^ ^° 

Cly Cly Asp Pro L« Phc Arg Scr Uu TV H^ a u ' ''^^ Asp TTir Uu 

Uu Vai Aso Scr Vai Scr Tv'Ss Glu C^^p slr !^ rJ^.I ''^^ ^'v Pro 

Gly TV Scr Gb AS. TV A ,k Sr^Uu^^^ p^^^ ^^^^^ ^" TV Gly Uu Scr 

A^P Lrs Tyr Vai TV Gly Ik Asa Aia Dc Scr Hi G^ Cb T^ t ° "'^ "^T* ^P 

Gb Gb Giy Vai Gly Axg Pbc Pro AsTciTLn Gb r^, , , r-?, ^ ^ Glu Asp Ly, Glu Tvr 
Tyr Pbc Pro A^ Ly, Gly'lV Gb Gb T^li Asp Cb^k Gh. "t" '''^ ^» ^« TV 

Axf Arg AJ. U« His Tyr Gb Scr Gb U„ Tvl^? L^S^^ro^l a " ^rp As. 

AU AJa Uu Cly Cly Trp Gly Uu His Cb PrT ^ro pfo Gb u T rf ^ ^b Phc 

TV Vai TV Mcr TV Phc Ly, Uu Gly Pro ^tl^AL^^^i"'^'' Z'^J^T ^ Gly Dc Met 
Pro His AJa Aia Gly H« Uu Pro Tyr Vai UuT^^aJ^on^X^^^ ^'^ Tyr Pro 

Gly Tyr Glu Ly, Pro Glu Cb Uu T^ TV Aia Ur^Z^ y^ntpl^L^' »^ 
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gZ 1' ^" cm Uu T™^' ''i^'" ^"'^ ^.u Vai Glv^ 



f\PST: 



Tyr Asp Pro Glu Hh Hb Tyr Ly, VaJ Pbc S.r Pro All AJa S« W ^ u . 

Ly. VaJ Cy, TT. He $cr Pro Ik Mc, Gly Tyr ir A. Pro Tro Irt^T ^ ^'^ >-„ Glu AJa 

Ph. Pb. Scr Pro Uu Glu Phc Gin H« Uu c J/^' t^^^^^ I >^^^ ^'''^ L.„ Au, Uu 

nc Scr Glu lie AJa VaJ Ly, Mp VaJ TV -ip L« T^Tcl v'^ TV VaJ TV 

A.g I.U O, Mc, Uu Vai^A^p Hi. Glu Tvr fyr^o V^al uVct 3?^ ^ ^ ^ly 
Glu Uu Pro He Trp VaJ Tyr Phc Pro Pro GbT^ aL tJ Uu ^ vi?t ^ ' v^-^^ ^ ^" ^ 

Gly A.P Scr Ly, Ly. Uu AJa Scr CIu Glu Sc^AJa P^ T^ V^lIu n ^ 

Gly TV Gly Cly TV ,AJa Scr Met Scr Tvr L« Phe Pro Pn^ Prn p^" r . f"' ^" 

T^r A,p Pro .Kr^ Glu Pb< TT.r Cly Ar^ A^ Pb« T^r Thr i/ ^" ^'^ ^ ^ 



ERSAT2BLATT 



wo 91/12269 




PCr/DE9 1/00 106 



PAV.l.B 



Met Tbr lie Thr Ajo S<r Ajp HU Met S«r Lv, T V. c r-i. , 

Ala Tyr Gin Gin Phe vi Glu cTu L« v/tI S ^i, L„ 

A.n Uu Ly, Asn Sa Pro A^p Uu TNt Scr HU ^ pI! r? f ^" AJ, Axg He L« 

AJa Uu Scr Scr Sa Scr Sc. His Ah Glz Pro a^g^c^ a ^ ^" Scr A.p Pro Hk 

Pro Gly Gin Scr Gb Uu Pro G /Ar^'. tI vi G^ P^ rf ^ ^^'^ ^ 

^IL' T ^ if ^ -^^^ ^ His CpI^ ^ Gb Aj' Gly Pro Pro 

TV Thr Hu Trp Tbr VaJ AJa A^p Glu Glu Uu Uu itsTlJZ r ? if" ^« ^ty De Asa Pro 

2 T^r I'^J^ aL iTa Pro^V^!^°: ^ " P'^ Gb Al. Gb V,° 

A^a Tyr Asn AJ« Scr Glu ly, Tyr Pro Scr Me^ Thr Scr vl^ 1 ?, 2^ ^'^ ^" ^" Glu VaJ Pro 

s!^Z' r! pf ''^ ''^ Gb Gly A^^^^pt i^.?" ^ ^ Gly Gly 

Aj^n AJa Scr Gly Lys Glu AJa Ly, Val Cy, TV Uc Scr Pro lb rf c ^° -^"^^ ^cr Scr Cv^ His 
2: r""' it" ^" ''^^ Lc" P^c Gin u ^^J"^ ^« ^-^ ^" A.p 

^^r . T?'.i:^ °^ 5cr Glu Uc Ala Vai L>,% Gly Scr lie Al^ Pro 

Gb Asp TV Uu AI. Pro Gb Uu Pro Uc Trp VaJ Phi P^ P "^r,^ J?^ ^° Lc" Gly Gb GIv 

c,„ 0. c c. * P. r/c/j]:^ - u^-;- ct s;'s:;CvrrL:°^: " 



AbbJ.lO 



PAV-l-N 



- - - ^ -'.rvL^Ttrrri ^/.-^ - 

P 0 Gly G n VaJ Scr Vai Gb Uu Pro Gly TTtr A^i T^ Val GW P ^" ^cu His Lv^ 

Gb Scr AJa VaJ Asp Scr Ala AJa Arg lie His W^fi; S^^ l'" G'" Gb AJ. Gly Pro P;o 

Tyr Th. His Trp Thr Vd AJa Asp Gl5 Gb Uu^'„^l'^„ f " ^ys Uu Gly lie Asn Pro 

V aJ L.vs Asp Tyr Phc Thr Uu Ly, Gly Ala A^a aTb Prf^"^' IT ^ "^'^ '^^ Gb VaJ. 

AJ* Tyr Asn AJa Sc: Glu L« Tyr Pro Scr Mc T^ Scr 111 A<n , . 2?" ^'^ ^" ^" Glu VaJ Pro 
GJ>- G,y Scr Asn Scr VaJ Lvs Scr Met Trp Sa GU^ gI^^ ^ ? ^ ^^^^^ ^'^ GIv 

Ser Arg Gb Phc Uu Dc Pro TVr Asp Z Glu iiL HU TwT^ u', VaJ Thr Cv3 Thr Pb; 

AJa Scr Gly Lvs Glu AJa Ly, VaJ ncl^r^rol? M^r O ^''c'"^^° ^ys Hk 

Pl>c Asn AJa Uu .Asn Uu Phc Phc Scr Pro Uu G u Phc Gi; 1^1 U n ^ ^« '^^P 

A.P AJa Uu Thr Val m Uc Scr Glu Jlc AJa VaJ ^'"^^ "^X^ Gly Scr He Ala Pro 

Tiir Asp Scr Thr Thr GJy Arg Uu C>, Scr Asn ^ Thr Asp Lys Thr Gly Gly Gly Val Gb Vd 



ERSATZBLATT 
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VP- I VP-2 



PAN ] 

PCE 1 

PAN 2 

PAN 3 
PAS 4 

VP-2 
PANSE 

PAPST 



I 




PAPER 8 



Abb. 3 



ERSATZBLATT 
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PATENTANSPRUCHE 



1. inununologisch aktives Peptid oder Polypeptid da 



der Aininosaureseguenz der Kan.iH /r^^^^--""' ^men Teil 

Parvovirus B19 aufweist r^.r^ u "^^^ des 

aurweist, dadurch gekennzeichnet dao ^ ■ • 

von Verunreinigungen, die den Nachweis von p " 
spezifischen Antiicarpern staren ic5nnen " Parvovirus B19 



2. Inununologisch aJctives Peptid oder Polypentid n. k , 
dadurch gekennzeichnet, daB es 8 bis 50 Z 

, CIO es u CIS 50 Ammosauren aufweist. 

3. Immunologisch aktives Peptid od^r d^i 

" es lu iDxs 32 Auimosauren aufweist. 
4. Immunologisch aktives Peptid od^^r p^i 

3. .e.enn.e-c.„e: r/'^Zr ."r" "^''^"^^ ' 

- - ^^rr—reH. 
.7;Corj - 

r .Z2l -° pro 

Z\Ty\T.''\ -° ser His His P.e 

Gly Gin Leu ser Asp His Pro His Ala und/oder 

::;rHr.::%::".rGir:rL:ir - - - 
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Asn Tyr Val Cly Pro Gly Asn Glu Leu Gin Ala Glv P 

Ala val Asp Ser Ala Ala Arg He His z . ^ ''^^ 

rg He His Asp Phe Arg Tyr Ser Gin Leu 



und/oder 



Pro Tyr Thr His Trp Thr Val ai=» » 
■ ^rs .s„ Clu ... Ol/p.e ' 

Asn Ala ser Glu Lys Tyr Pro Ser Met Thr Ser Val . 

Ala ser aufweist. Ser Ala Glu 

6. Imitiunologisch ajctives Peptid oder Pol 
. dadurch gekennzeichnet, da. es die Tin ^' 
His «et ser Lys Lys Ser Gly Lys . 

Lys Ala Val Xy'r Gin Gil pL v.T GlT T 
Oly Thr Asp Leo Glu Leu lie oil lit r 
-r Leu ASP Asn Pro Leu Glu Asn Pro s^r s 

Hi= Phe Gin ser. His Gly Gin Leu Ser ^ 

Ser ser Ser Ser His Ala Glu Pr T Ser 
Glu ASP Leu His ^y p " ! Val Leu Ser 

Asn Tyr Val Gly .1 g1 AsI gi G^ aU g^^ 

ser Ala val Asp Ser Ala Ala Arg He hL As 1 ' 

L- Ala Lys Leu Gly He Asn Pro ^^r "nr h ! t 

Glu Glu Leu Leu Lys Asn ll» , '^""^ Trp ihr Val Ala Asp 

-i vai Lys ASP T^: pt ii: : - - g. au gi^ 

Thr Asp und/oder ^ " Glu Phe lie Val 

=ly ser Arg Arg Pro Asp His Met Ser Lv, , 

om ser Asp Aso Lys Phe Ala Lys 1, t , ' ''^^ 

Phe lyr Glu Lys vll Thr Glv TH . ''^^ ^''^ ^al Glu 

ser Leu Phe Asp Leu Val Ala A ill Lys asT a" T'" 

Pro Asp Leu Tyr Ser HI, „• o>. " ^1"= Asn Ser 

His Pro His A^ Leu Se r^ s ^ ^ T 

t'lu Asn Ala val Leu Ser Ser ! ^''^ 

Gly Thr Asn Tyr Val Gly Pro Gly Asn Glu Leu 
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Phe He 



::: z z: z t r ^- 
... .1 z z: z ::i t: z z r 

Pro ser Ser Leu Phe Asp Leu Val Ala Ar" n r " 
Asn ser Pro Asp Leu Tyr Ser hL 1 "^"^^-^ 

3er A.P Hi3 pro Hi. aU Leu Se s r^ Ser^ s'r" s^^ 
Arg Gly Olu Asn Ala val Leu Ser Ser Glu A r 
- Gin val ser Val Gin Leu Pro 111 Thr a 

Leu .in Ala Cly Pro Pro ol' s Z III Z Z 

Asp Pro Arg Val Pro Ser ^.^ > o ^ P ^lu 

a =11 t-ro ser Ser Asn Ser und/oder 

Ely Ser Arg Arg Pro Asp His Met Ser rv. r 

GlU Ser Asp ASP LVS Ph. r ^ ser Gly Lys Trp Trp 

F»>e Tyr oil Lys Val Thr Z Z 

Ly= ASP His Ty Asn ne ser L 

ser Leu Phe Asp Leu v,: A a a": Z "° 

Pro Asp Leu Tyr Ser Hxs Z pk ''^ ^^-^ 

Hi= Pro His aL Leu Se s Z' s 

ser val 31n Leu Pro Cly Thr as„ - 

om Ala 31y Pro Pro O n Se Ala Zl Z Z 

Asp Phe Arg Tyr Ser Gin r " He His 

His Trp Thr val Ala As r^" ^™ ^r Thr 

AU Ala Ala Pro Val Ala Z Z Z " ™" "-^^ 

Arg Arg lie Pro .ly'^L:^^:7er"er^ 

z z z z: z z-z 

-o Clu Leu Pro lie T^ Va Z Z Z 

Val Gly Asp Val As! Thr g Z Z 
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Gin Leu 
Pro Val 
Met Tyr 
Gly Gly 
Gin Pro 
Lys Glu 
Leu Ser 
Pro Val 
Gly He 
Asp Lys 
Gin Leu 
Lys Gly 
Gly Ser 
Ser Lys 
Leu Gly 
Gin Tyr 
Pro Arg 
Pro His 
Thr Asp 
Leu Trp 



37 



Leu Gly Thr Gly Gly Thr Ala Ser Met Ser Tyr 
Pro Pro Glu Asn .eu Glu aly Cy= ser Gin hL 
A.n Pro Leu Tyr Gly Ser Arg Leu Gly v.l Pro 
A3P Pro Ly. Phe Arg Ser Leu Thr His Glu Asp 
S n Asn Phe Met Pro Gly Pro Leu Val Asn Ser 

Thr Gly Thr ser Gin Asn Thr Arg He Ser Leu 
ser Gin Pro Tyr His His Trp Asp Thr Asp Lys 
A3n Ala lie Ser His Gly Gin Thr Thr Tyr G^y 

Lys Gin Leu Gin Gly Leu Asn Met His Thr Tyr 
Thr , Gin Gin Tyr Thr Asp Gin tie Glu Arg Pro 
val Trp Asn Arg Arg Ala Leu His Tyr Glu Ser 
lie Pro Asn Leu Asp Asp ser Phe Lys Thr Gin 
= y Trp Gly Leu His Gin Pro Pro Pro Gin He 
Ala val Gly lie Met Thr Val Thr Met Thr Phe 
Lys Ala Thr Gly Arg Trp Asn Pro Gin Pro Gly 
A a Ala Gly His Leu Pro Tyr Val Leu Tyr Asp 
Ala Lys Gin His His Arg His Gly Tyr Glu Lys 
Thr Ala Lys Ser Arg Val His Pro Leu und/oder 



Lys 
Phe 
Asp 
His 
Val 
Leu 
Arg 
Tyr 
Asn 
Glu 
Phe 
Leu 
Gin 
Phe 
Phe 
Lys 
Val 
Pro 
Pro 



Phe 
Tyr 
Thr 
Ala 
Ser 
Thr 
Pro 
Val 
Ala 
Lys 
Pro 
Met 
Leu 
Ala 
Leu 
Leu 
Tyr 
Thr 
Glu 



Pro 
Glu 
Leu 
He 
Thr 
Gly 
Gly 
Thr 
Glu 
Glu 
Asn 
Val 
Trp 
Ala 
Lys 
Gly 
Pro 
Ala 
Glu 



Met 
Gly 
Thr 
He 
Ser 
Ser 
Ala 
Asn 
He 
Thr 
Lys 
Leu 
Gly 
Ser 
Leu 



Thr 
Gly 
Phe 
Pro 
Ser 
Pro 
Leu 
Tyr 
Ala 
Asp 
Tyr 
Pro 
Asp 
Glu 
Gly 



Met 
Gly 
Ser 
Tyr 
Cys 
He 
Asn 
Gly 
Val 
Ser 
Pro 
He 
Val 
Glu 
Thr 



He 
Gly 
Ala 
Asp 
His 
Met 
Leu 
Ser 
Lys 
Thr 
Tyr 
Trp 
Asn 
Ser 
Gly 



Thr 
Ser 
Asn 
Pro 
Asn 
Gly 
Phe 
He 
Asp 
Thr 
Val 
Val 
Thr 
Ala 
Gly 



Pro 
Asn 
Ser 
Glu 
Ala 
Tyr 
Phe 
Ala 
Val 
Gly 
Leu 
Tyr 
Gin 
Phe 
Thr 



Ser 
Ser 
Val 
His 
Ser 
Ser 
Ser 
Pro 
Thr 
Arg 
Gly 
Phe 
Gly 
Tyr 
Ala 



Leu 
Val 
Thr 
His 
Gly 
Thr 
Pro 
Asp 
Asp 
Leu 
Gin 
Pro 
He 
Val 
Ser 



Ala 
Lys 
Cys 
Tyr 
Lys 
Pro 
Leu 
Ala 
Lys 
Cys 
Gly 
Pro 
-Ser 
Leu 
Met 



Ala 
Ser 
Thr 
Lys. 
Glu 
Trp 
Glu 
Leu 
Thr 
Met 
Gin 
Gin 
Gly 
Glu 
Ser 



Glu 
Met 
Phe 
Val 
Ala 
Arg 
Phe 
Thr 
Gly 
Leu 
Asp 
Tyr 
Asp 
His 
Tyr 



Ala 
Trp 
Ser 
Phe 
Lys 
Tyr 
Gin 
Val 
Gly 
Val 
Thr 
Ala 
Ser 
Ser 
Lys 



Ser 
Ser 
Arg 
Ser. 
Val. 
Leu 
His 
Thr 
Gly 
Asp 
Leu 
Tyr 
Lys 
Ser 
Phe 



Thr 
Glu 
Gin 
Pro 
Cys 
Asp 
Leu 
He 
Val 
His 
Ala 
Leu 
Lys 
Phe 
Pro 



Gly 
Gly 
Phe 
Ala 
Thr 
Phe 
He 
Ser 
Gin 
Glu 
Pro 
Thr 
Leu 
Gin 
Pro 



Ala 
Ala 
Leu 
Ala 
He 
Asn 
Glu 
Glu 
Val 
Tyr 
Glu 
Val 
Ala 
Leu 
Val 
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Pro Pro Glu Asn Leu Glu Gly Cvs 
Thr Gly Arg Arg Phe Thr Thr Se/un ^0^" 



Met Ser Lys Lys Ser Gly 
Lys Ala Val Tyr Gin Gin 
Thr Asp Leu Glu Leu He 
Leu Asp Asn Pro Leu Glu 
Arg He Lys Asn Asn Leu 
Phe Gin Ser His Gly Gin 
Ser ser Ser His Ala Glu 
Glu Asp Leu His Lys Pro 
Asn Tyr Val Gly Pro Gly 
Ala Val Asp ser Ala Ala 
Ala Lys Leu Gly He Asn 
Glu Leu Leu Lys Asn He 
Val Lys Asp Tyr Phe Thr 
Phe Gin Gly ser Leu Pro 
Tyr Pro Ser und/oder 



Lys 
Phe 
Gin 
Asn 
Lys 
Leu. 
Pro 
Gly 
Asn 
Arg 
Pro 
Lys 
Leu 
Glu 



Trp 
Val 
He 
Pro 
Asn 
Ser 
Arg 
Gin 
Glu 
He 
Tyr 
Asn 
Lys 
Val 



Trp Glu 
Glu Phe 
Leu Lys 
Ser Ser 
Ser Pro 
Asp His 
Gly Glu 
Val Ser 
Leu Gin 
His Asp 
Thr His 
Glu Thr 
Gly Ala 
Pro Ala 



Ser Asp 
Tyr Glu 
Asp His 
Leu Phe 
Asp Leu 
Pro His 
Asn Ala 
Val Gin 
Ala Gly 
Phe Arg 
Trp Thr 
Gly Phe 
Ala Ala 
Tyr Asn 



Asp Lys 
Lys Val 
Tyr Asn 
Asp Leu 
Tyr Ser 
Ala Leu 
Val Leu 
Leu Pro 
Pro Pro 
Tyr Ser 
Val Ala 
Gin Ala 
Pro Val 
Ala Ser 



Phe Ala 
Thr Gly 
He Ser 
Val Ala 
His His 
Ser Ser 
Ser Ser 
Gly Thr 
Gin Ser 
Gin Leu 
Asp Glu 
Gin Val 
Ala His 
Glu Lys 



Met Thr He 
Trp Glu Ser 
Glu Phe Tyr 
Leu Lys Asp 
Ser Ser Leu 
Ser Pro Asp 
Asp His Pro 
Gly Glu Asn 
Val Ser Val 
Leu Gin Ala 
His Asp Phe 
Thr His Trp 
Glu Thr Gly 
Gly Ala Ala 
Pro Ala Tyr 
Ser Ala Glu 
Lys Ser Met 
Thr Phe 



Thr Asn 
Asp Asp 
Glu Lys 
His Tyr 
Phe Asp 
Leu ■ Tyr 
His Ala 
Ala Val 
Gin Leu 
Gly Pro 
Arg Tyr 
Thr Val 
Phe Gin 
Ala Pro 
Asn Ala 
Ala Ser 
Trp Ser 
Ser Arg 



Ser Asp His 
Lys Phe Ala 
Val Thr Gly 
Asn He Ser 
Leu Val Ala 
Ser His His 
Leu Ser Ser 
Leu Ser Ser 
Pro Gly Thr 
Pro Gin Ser 
Ser Gin Leu 
Ala Asp Glu 
Ala Gin Val 
Val Ala His 
Ser Glu Lys ■ 
Thr Gly Ala 
Glu Gly Ala 
Gin Phe Leu 



Met Ser 
Lys Ala 
Thr Asp 
Leu Asp 
Arg He 
Phe Gin 
Ser Ser 
Glu Asp 
Asn Tyr 
Ala Val 
Ala Lys 
Glu Leu 
Val Lys 
Phe Gin 
-Tyr Pro 
Gly Gly 
Thr Phe 
He Pro 



Lys Lys 
Val Tyr 
Leu Glu 
Asn Pro 
Lys Asn 
Ser His 
Ser His 
Leu His 
Val Gly 
Asp Ser 
Leu Gly 
Leu Lys 
Asp Tyr 
Gly Ser 
Ser Met 
Gly Gly 
Ser Ala 
Tyr Asp 



Ser Gly 
Gin Gin 
Leu He 
Leu Glu 
Asn Leu 
Gly Gin 
Ala Glu 
Lys Pro 
Pro Gly 
Ala Ala 
He Asn 
Asn He 
Phe Thr 
Leu Pro 
Thr Ser 
Ser Asn 
Asn Ser 
Pro Glu 



Lys Trp 
Phe Val 
Gin He 
Asn Pro 
Lys Asn 
Leu Ser 
Pro Arg 
Gly Gin 
Asn . Glu 
Arg He 
Pro Tyr 
Lys Asn 
Leu Lys 
Glu Val 
Val Asn 
Ser Val 
Val Thr 
His His 
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' Zl Ill T =iy 

Ly= Glu Ala Lys Val cys Thr He Ser Pro II. „,t Gly Tyr s.r Thr 

Pre Trp Arg Tyr Leu A=p Phe Asn Ala Leu Asn Leu PHe pL ser T 

Leu Glu Phe Gin Hi. Leu He Glu A.n Tyr Gly ser lie T 1 

. Ala Leu Thr Val Thr He Ser Glu xle AU V Lyl 111 tT T 

Ly= Thr Gly Gly Gly Val Gin Val Thr Asp Ser Thr Thr Glv A ' 
cys Met Leu Val Asp His Glu Tyr Lys Tyr Pro Ivr " " 

«y Gin ASP Thr Leu Ala Pro gL .1 P o e T^p v" tI" P^h' T 

Ser Gly Asp ser Lys Lys Leu Ala Ser Glu Glu Ser Al, Ph . 

.eu Glu His ser Ser Phe Gin Leu Leu Gly Thr G y g Thr' IZ T 

sir t t "° " ;i 

ser Gin His Phe Tyr Glu Met Tyr Asn Pro Leu Tyr Glv , 

Val Asp Leu Gin und/oder ^ ^ ^" "-"^ 

Txl Z f ^ Trp 

IZ Phe Tyr r r val 
Glu Phe Tyr Glu Lys Val Thr Gly Thr Asp Leu Glu Leu He Gin 11. 

ber Ser Leu Phe Asp Leu Val Ala Arg He Lys Asn A<,n r r 

dt-« »c r y -i-Le uys Asn Asn Leu Lys Asn 

"p His ro h": aT - 
Oly Glu Asn Ala V ? . Ar, 

val ser Val Gin 1 T "'^ =in 

oer vax Gin Leu Pro Gly Thr Actn tvt- t/^i 

s r ;;• - 
s; s £■ ■ r '"■ 

Gly Ala Tl, -"y^ Thr Leu Lys 

Pro A a Z A rr "'y va 

ser Al, T ^" ser Val Asn 

Lys S « : '"^ -'y '^^y -r Asn se v 

cys Thr Ph val Thr 

Zr Lys va Ph^' T "° '^^^ 

I ^ys Val Phe Ser Pro Ala. Ala s«r Ser Cys Hi^ A=:n ai o 
Lve: rii, XI , ^ "-^^ Asf^ Ala Ser Glv 

pro T^ Ar! Ty': l"' a'"^ r "° ^'y ^y^ 

n. Arg Tyr Leu Asp Phe Asn Ala Leu Asn Leu Phe Phe Ser Pro 
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Leu Glu Ph. Gin His i,eu ne Glu Asn lyr Gly Ser II. o 

Ala L.U Ihr val Thr lie Ser Glu He aL Val Lvl I 

Lys r.r Gly Gly Gly Val Gin Val r.l a" L 2 lly T/ 

Cys ser Asn oder leilsequenzen dav.n aufweist. ' ' 

7. immunologisch aktives Peptid oder Polypeptid nach ■ 
vorhergehenden Anspruche dadur.h „ "^^'^^ ^^"^^ der 

fusicnsprotein vorlie« 1 T 9ekennzex=hnet. dafi e= als 
einen Teil der rGai'; " ^---prcein wenigstens 

aufveist. =-l-tos.dase oder der 31utathion-s-Iran=f erase 




Z..::: lUtZr --^-■^---..te. au.„elst, die den" 

-tl..rper Z.Tu.T" ~^o,,s.. a.tl.e„ Pep.ld und 

-^-:::::;nrn:: Tri t^"' — — 

g-ichteter Antlkarper 1st der "-"--^-n^- Antl.arper 

ixorper ist, der eine Markierung aufweist. 

Martirrung'in d'"? '' ^-^"-^ ge.enn„ichnet, da. die 

■^ng in einem radioaktiven Isotop besteht. 

Markle^nrauT'elnrT ^^^-.elchnet, da. die 

-^"alysleren Tann '"^^ --brea.tlon 

ilunlHg"! rl'T"'' '^'"^^^ J-^-nzelctaet. da. das 

An.e!; Ip'nire 7^1 Wotlnyller. Is. und 

gebundeneJ .nyT " 1 r ""^^^ ""^'-i^- ^aran kovalent 

m £.nyzm, msbesondere Peroxidase, ist. 
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13. Testkit nach einem der Anspruche 9 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dafl es ein ELISA-Kit ist. 

14. Testkit nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, da/3 
wenigstens ein immunologisch aktives Peptid oder Polypeptid nach 
den Anspruchen 1 bis 7 an Mikrotiterplatten gekoppelt ist und, da/3 
die Anzeigekomponente aus anti-human IgG- und/oder IgM-Antikorpern 
besteht, an die ein eine Farbreaktion : katalysierendes Enzym 
gekoppelt ist . 

15. Testkit nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, da/3 
monoklonale Antikorper gegen Human-IgM-Antikorper 

Mikrotiterplatten gekoppelt sind und, daB die Anzeigekomponente 
em biotinyliertes immunologisch aktives Peptid oder Polypeptid 
nach einem der Anspruche 1 bis 7 ist, das mit Avidin oder 
Streptavidin mit daran kovalent gebundenem Enzym zusammenwirkt . 

16. Verfahren zur Reinigung von immunologisch aktiven Peptiden 
Oder Polypeptiden nach den Anspruchen 1 bis 1, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 es eine Abtrennung unloslicher Bestandteile , 
eine Auftrennung durch eine DEAE-Sephazel 1-Saule und eine weitere 
Reinigung mittels einer Anionenaustauscher-Saule im HPLC in 8M 
Harnstoff umfaBt. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, da/3 es 
auBerdem eine Af f ini tats-Chromatographie umfaBt. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Affinitats-Chromatographie mit einer Glutathion-gekoppelten Gel- 
Matrix erfolgt. 

19. Vervendung von wenigstens einer DKA-Seguenz ausgewahlt unter 
0-1 : 

GTG AAT TCT GAT CAT ATG AGT AAA AaX AGT GGC AAA TGG, 
0-2 : 

C TTC GGT CGT GAC CAC GTG CTC CCC 
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0-3: 

G AGG AAT TCT CTG ATC ATG ACT TCA GTT AAT TCT GCA GAA GCC 
0-4: 

GAG GGG TGG CAC GGG AGT CGG TCC TTC GAA GAG 
0-5: 

G CTA CAA GCT GGG CCC CCG CAA AG 

zun, direkten Erregernachweis mittels DNA-Amplif izierung 
insbesondere mittels Polymerase-chain-reaction . 

20. Vervendung von immunologisch aJctiven Peptiden nach einem der 

Anspruche 1 bis 7 als Impfstoff gegen Infektionen mit Parvovirus 
B19. 
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